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Polo-like kinase 1/FoxM1 신호 및 자식작용 





EGFR 인산화효소억제제 (tyrosine kinase inhibitor, TKI)는 
기존의 세포독성항암제에 비해 항암 효능이 뛰어나고 독성이 현저히 
적으며 경구투여가 가능하다는 장점이 있다. 이러한 장점에도 
불구하고, 일부 환자는 EGFR 인산화효소억제제에 반응하지 않거나, 
암의 관해 후 재발하는 경우도 빈번하다. 그러므로, 항암제 
내성기전을 연구하고 내성기전을 제어하는 약물을 발굴하여 항암제 
감수성을 증가시키는 연구가 필요하다. 본 학위논문에서는, EGFR 
인산화효소억제제 내성 폐암 및 유방암에서 내성기전을 탐구하고 
치료방안을 제시하였다. 먼저, EGFR 표적항암제인 제피티닙 혹은 
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엘로티닙을 6 개월동안 처리하여 배양한 비소세포성 폐암세포주를 
구축하였다. 이들 세포주에서 세포성장을 측정하였을 때 제피티닙 
혹은 엘로티닙 내성이 발현하였으며 동시에 상피간엽전환과 
암줄기세포 활성에 관여하는 인자의 발현이 증가하였다. 제피티닙 
내성 폐암세포주(HCC827-GR)에서 세포이동능이 증가하였으며 
3 차원 spheroid 형성능과 누드마우스에서 암형성능이 증가하였다. 
뿐만 아니라, HCC827 정상 폐암세포주와 비교하였을 때, HCC827-
GR 세포에서 암줄기세포 활성 유지에 필수적인 효소와 전사인자인 
polo-like kinase(PLK) 1 과 FoxM1 의 발현이 증가하였다. 
FoxM1 을 유전적으로 결손시킨 HCC928-GR 세포는 암세포성장, 
이동능, 및 암형성능이 대조군 대비 감소하였다. 반면, FoxM1 을 
과발현시킨 HCC827 정상 폐암세포주에서는 대조군 대비 제피티닙 
감수성이 감소하였다. PLK1 선택적 억제제인 BI2536 을 처리하였을 
때, HCC827-GR 세포의 세포성장과 이동능이 둔화되었으며 
자사세포사멸이 나타났다. HCC829-GR 이종이식 누드마우스에 주 
2 회 10-30 mg/kg BI2536 을 복강투여 하였을 때, 종양의 부피가 
유의적으로 감소하였으며, 암조직 절편 면역염색에서 FoxM1 발현이 
감소하였다.  
G protein–coupled receptor 119 (GPR119)는 소장에서 
incretin 분비 및 췌장에서 인슐린분비에 관여한다고 알려져 있지만, 
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암에서 기능은 알려진 바 없다. 유방암세포 8 종에서 GPR119 
유전자 발현을 관찰하였고, 인간 유방암 절편 면역염색에서 49 샘플 
중 19 개 샘플에서 GPR119 발현을 관찰하였다. 유방암세포주에서, 
제피티닙 단독처리에 비해 제피티닙/GPR119 리간드를 동시처리 
하였을 때, 상가적인 암세포성장억제 효과가 나타났으며, 암세포자가 
사멸 지표인 annexin V 전환, cleaved caspase-3/7 및 PARP 가 
관찰되었다. 한편, 제피티닙을 처리한 MCF-7 세포에서 자식작용 
활성지표인 LC3B II 발현 및 오토파고좀 생성이 증가하였다. 반면, 
제피티닙 단독처리에 비해 제피티닙/GPR119 리간드를 동시처리 
하였을 때, LC3B II 발현 및 형광표지 오토파고좀 생성이 감소하였다. 
GPR119 결손 MCF–7 세포주에서 MBX–2982 의 자식작용 
억제효과는 나타나지 않았다. 나아가, MBX–2982 를 처리한 MCF–7 
세포에서 총 ATP 감소 및 산화적인산화감소/해당증가를 관찰하였다. 
GPR119 리간드를 처리한 MCF-7 세포분획 및 배양배지에서 
해당대사의 최종산물인 젖산의 축적이 관찰되었으며, 20 mM 농도의 
젖산은 제피티닙에 의해 촉진된 LC3B II 발현을 감소시키고 cleaved 
caspase-3/7 활성을 증가시켰다. 결론적으로, EGFR 인산화효소 
억제제에 장기간 노출된 폐암세포는 상피간엽전환을 유도하고 
암줄기세포기능이 활성화하여 암세포성장, 전이를 촉진한다. 이러한 
항암제 획득내성은 암줄기세포 기능유지에 필수적인 PLK1/FoxM1 
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신호를 억제하여 치료할 수 있다. 또한, 유방암세포는 EGFR 신호가 
억제될 때 자식작용을 유도하여 암세포의 생존을 유지한다. 반면, 
GPR119 리간드는 해당대사를 촉진하여 젖산을 과다생성하고 축적된 
젖산은 자식작용을 억제하여 제피티닙 감수성을 증가시킨다.   
주 요 어 (keywords): 상피간엽전환, 암줄기세포, PLK1, 자식작용, 
GPR119, 젖산 




국문초록 ............................................................................................. i 
목차 ................................................................................................. iv 
List of Tables .................................................................................vii 
List of Figures ............................................................................... viii 
List of Abbreviations ...................................................................... ix 
 
I. 서론 ............................................................................................... 1 
 
II. 시약 및 실험방법  
1. 시약 및 항체 ............................................................................ 6 
2. 세포배양 .................................................................................. 6 
3. 세포증식, 3D spheroid 증식 관찰 및 Caspase–3/7 활성 관찰 ...... 6 
4. EGFR 유전자 돌연변이 분석 ...................................................... 7 
5. 단백질샘플 및 발현분석 ............................................................. 8 
6. mRNA 추출 및 발현분석 ........................................................... 9 
7. 세포이동능(cell migration) 평가 ................................................ 9 
8. 유세포분석(flow cytometry) ..................................................... 9 
9. 동물실험 ................................................................................. 10 
10. FoxM1 과발현 및 결손 세포주 확립 ........................................ 11 
vi 
 
11. Gene Expression Omnibus 및 Kaplan-Meier Plotter ............ 11 
12. Immunohistochemistry .......................................................... 12 
13. 유방암조직분석 ...................................................................... 12 
14. 주사전자현미경법(Transmission electron microscopy) ............ 12 
15. ATG7 siRNA 도입 ................................................................. 13 
16. 오토파고좀(autophagosome) 형광분석 .................................... 13 
17. GPR119 결손세포주 확립 ....................................................... 13 
18. cAMP 전사활성평가 ............................................................ 14 
19. 1H–핵자기공명 분석 ............................................................... 14 
20. 세포대사분석기 ...................................................................... 14 
21. 통계분석 ............................................................................... 15 
 
III. 결과  
1) 비소세포폐암 세포주에서 제피티닙 내성발현 및 EGFR 수용체 동정
 .............................................................................................................. 16 
2) 제피티닙 내성 폐암 세포주에서 상피간엽전환 유도확인 ................ 20 
3) 제피티닙 내성 폐암 세포주에서 암줄기세포 활성증가 ................... 22 
4) 제피티닙 내성 폐암 세포주에서 PLK1 및 FoxM1 발현증가 및 
암줄기세포 활성유지에 필수적인 FoxM1 의 기능 ............................... 26 
5) 암줄기세포 활성유지에 필수적인 FoxM1 의 기능 .......................... 30 
6) 유방암에서 GRP119 수용체 발현 ................................................... 33 
vii 
 
7) 유방암세포에서 GPR119 리간드의 제피티닙 감수성 증가효과 ...... 37 
8) 유방암세포에서 자식작용 촉진 및 제피티닙 내성발현 ................... 41 
9) GPR119 리간드의 자식작용 억제효과 ............................................. 44 
10) GPR119 리간드와 자식작용 대표조절신호 .................................... 48 
11) GPR119 리간드가 암세포대사에 미치는 영향 ............................... 53 
12) GPR119 리간드에 의해 증가한 젖산과 자식작용억제효과 ............ 58 
13) GPR119 리간드와 미토콘드리아 기능감소 .................................... 62 
14) 기존 젖산수용체와 무관한 GPR119 리간드의 자식작용 억제효과
 .............................................................................................................. 64 
 
IV. 고찰 .......................................................................................... 67 
V. 참고문헌 ..................................................................................... 73 






List of Tables 




List of Figures 
Figure 1. Gefitinib long–term treated HCC827–GR cells acquired gefitinib 
resistance and EGFR mutation in Gefitinib .............................................. 18 
Figure 2. EMT markers were increased in gefitinib long–term treated 
HCC827–GR cells. ...................................................................................... 21 
Figure 3. CSC markers were increased in HCC827–GR cells ................ 24 
Figure 4. FoxM1 mediates gefitinib resistance and PLK1 regulates 
FoxM1 expression in HCC827 cells. ........................................................ 28 
Figure 5. PLK1 inhibition suppresses gefitinib-resistant HCC827 ...... 31 
Figure 6. Expression of GPR119 in human breast cancer. .................... 35 
Figure 7. Enhanced proliferation inhibition by GPR119 agonists  ........ 38 
Figure 8. Autophagy protects cancer cells against gefitinib treatments
 ..................................................................................................................... 42 
Figure 9. Inhibition of gefitinib-induced autophagy by GPR119 ligand in 
vitro and in vivo.......................................................................................... 46 
Figure 10. No involvement of Gαs or mTOR signaling in autophagy 
inhibition by MBX-2982 ........................................................................... 50 
Figure 11. Decrease in cellular ATP content and increase in lactate 
production by MBX-2982 in MCF-7 cells.............................................. 55 
Figure 12. Autophagy inhibition via glycolysis-mediated excessive 
lactate production. ...................................................................................... 59 




Figure 14. Roles of GPR81 and NDRG3 in autophagy inhibition by MBX-





List of Abbreviations 
3–MA: 3–methyladenine 
4EBP1: Eukaryotic translation initiation factor 4E–binding protein 1 
ACC: Acetyl–CoA carboxylase  
AMPK: AMP–activated protein kinase  
ATG3: Autophagy related 3 
ATG5: Autophagy related 5 
ATG7: Autophagy related 7 
CRE: cAMP responsive element 
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle’s Medium   
ECAR: Extracellular acidification rate 
EGFR: Epidermal growth factor receptor 
GPCRs: G–protein coupled receptors 
LC3B: Microtubule associated protein 1 light chain 3 beta 
LDH: Lactate dehydrogenase  
MCT1: Monocarboxylate transporter 1 
MCT2: Monocarboxylate transporter 2 
MCT4: Monocarboxylate transporter 4 
mTOR: mechanistic target of rapamycin kinase 
NDRG3: N–myc downstream regulated gene member 3 
xii 
 
NMR: Nuclear magnetic resonance 
NSCLC: Non–small cell lung cancer 
OCR: Oxygen consumption rate  
OXPHOS: Oxidative phosphorylation 
PARP: Poly (ADP–ribose) polymerases 
PBS: Phosphate–buffered saline 
PI: Propidium iodide 
PI3K: Phosphatidylinositol–4,5–bisphosphate 3–kinase  
PKA: Protein kinase A 
p70S6K: Ribosomal protein S6 kinase B1  
RPMI: Roswell Park Memorial Institute  
TEM: Transmission electron microscopy 
TKI: Tyrosine kinase inhibitor 
TNBC: Triple negative breast cancer 





I. 서 론 
 
상피세포성장인자 수용체(epithermal growth factor receptor, 
EGFR)의 과발현이나 비정상적 기능활성현상은 다양한 고형암에서 
발견되며 암의 성장에 중요한 역할을 하는 것으로 밝혀졌다[1]. 
따라서 EGFR 활성을 선택적으로 억제하는 항암치료제들이 
개발되었으며 임상에서 효능이 입증되었다. EGFR 인산화효소는 
세포내 도메인에 존재하며 돌연변이가 발생한 경우 비정상적인 
세포증식을 유도한다. EGFR 인산화효소억제제 (tyrosine kinase 
inhibitor, TKI)는 기존의 세포독성항암제에 비해 독성이 현저히 
적으며 경구투여가 가능하다는 장점이 있다[2]. 2003 년 
미국식품의약청은 1 세대 EGFR 인산화효소억제제인 제피티닙 
(Iressa®)을 폐암치료제로 사용을 허가하였으나 약효는 기대에 
미치지 못하였다. 이후 2015 년, 제피티닙은 EGFR 엑손 19 결손 
혹은 L858R 치환 돌연변이가 나타난 폐암에 대하여 일차치료제로 
재승인을 받았다. 2 세대 EGFR 인산화효소억제제는 1 세대와 
비교하여 약물효력이 증가하였으며 3 세대 약물은 돌연변이가 발생한 
EGFR 인산화효소를 추가로 억제한다[3]. 하지만, EGFR 
인산화효소억제제가 뛰어난 항암효능을 보였음에도 불구하고, 다수의 
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환자군에서 폐암이 재발하였다. 연구결과에 따라 다소 차이는 있지만, 
비소세포성 폐암환자를 대상으로 진행한 임상시험에서 제피티닙을 
투여 받은 환자군의 무진행기간 (progression–free survival)은 4–
7 개월이었으며, 전체생존 기간(overall survival)은 12–
19 개월이었다. 이 같은 약물반응성 변화는 암세포가 제피티닙에 
대한 내성을 획득하였기 때문이며 그 기전은 다양하다. 예를 들어, 
인산화효소 도메인의 추가적 돌연변이발생이나 다른 종류의 
세포성장신호 수용체의 관여가 보고된 바 있다 [4, 5]. 또한, 
항암제에 장기간 노출된 암세포는 이에 적응하여 형질이 전환되고 
폭발적인 세포성장을 유도한다. 이때는 세포단백질, 유전자, 대사체 
등에서 광범위한 변화가 관찰되며 기존 암세포와는 구별되는 세포내 
신호전달체계를 유지한다. 항암제 내성을 보이는 암을 치료하기 
위해서 내성의 기전을 연구하고 그 기전을 조절하는 약물을 
이용하는 것이 효과적인 접근법일 수 있다.  
유방암에서 EGFR 은 암세포의 성장과 유지에 기여하는 것으로 
알려졌다. 따라서, 유방암환자를 대상으로 EGFR 인산화효소억제제를 
투여하는 임상시험이 진행되었다. 하지만, 임상시험을 분석한 결과 
EGFR 음성 유방암환자군에 비해 양성 유방암환자군에서 EGFR 
인산화효소억제제의 항암효과가 큰 차이를 보이지 않았다[6, 7]. 
EGFR 신호계가 세포성장에 매우 중요한 역할을 차지하는 것에 
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비추어 볼 때, 보상기전이 발현한 것으로 추측할 수 있다. 항 EGFR 
요법이 효과를 보이지 않는 원인에 대한 연구는 아직 미비하며 
대안치료법 역시 수립된 바 없다. 이에 관한 연구는 새로운 신약의 
개발과 암환자의 치료에 도움을 줄 수 있다. 
상피간엽전환(Epithermal–Mesenchymal Transition, EMT)은 
내피세포형질을 가진 세포가 간엽세포형질로 전환되는 것이다[8]. 
이때, 기원세포와 변성세포는 세포형태, 이동능변화등으로 구분할 수 
있으며, 세포구조나 세포연접 단백질의 발현과 이를 조절하는 
세포신호에서 명백한 차이를 나타낸다. 상피간엽전환은 원발고형암이 
다른 장기로 전이할 때 나타나는 것으로 알려져 있으며 항암제 
내성발현에도 관여하는 것으로 보고되었다. 암줄기세포 (cancer 
stem-like cell)는 암을 생성하는 능력을 가지는 특정한 세포군을 
지칭하며 암이질성(heterogeneity)을 유도한다고 알려졌다[9]. 이들 
암줄기세포는 다분화성(pluripotency)과 재생성(self–renewal)이 
특징이며 아직 명확한 실체는 더 연구해야 할 필요성이 있다. 
상피간엽전환이 진행된 세포는 암줄기세포와 유사한 특성을 가지며 
실제로 상피간엽전환과 암줄기세포가 직접관련이 있음을 밝히는 
논문이 보고된 바 있다[10].  
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Polo-like kinase (PLK)1 은 세포분열시 미세소관 활성화유지에 
관여하는 serine/threonine 인산화효소이다[11]. Forkhead box 
M(FoxM)1 은 PLK1 에 의한 조절을 받는 전사인자이며, 
줄기세포분화 및 G2/M 세포주기에 관여하는 단백질들의 발현을 
증가시킨다. 혈액암이나 폐암을 비롯한 다양한 고형암에서 PLK1 및 
FoxM1 활성 증가가 보고된 바 있으며, 암의 재발원인으로도 
보고되었으나 자세한 기전은 더 많은 연구가 필요하다[12-15]. 
세포자식작용(Autophagy)는 세포 에너지 고갈 스트레스 상황에서 
스트레스를 제거하고 세포내부 자원을 재활용하여 에너지원을 
공급하는 재생기전이다[16]. 최근 연구에서, 항암제에 노출된 
암세포에서 자식작용의 유도가 관찰된 바 있으며, 그 기능에 
대해서는 논란이 진행중이다. 자식작용 프로세스가 완전히 밝혀지지 
않았으며, 이를 유도하거나 억제하는 약물들이 모두 항암제로 
이용되기 때문에 더 많은 연구가 필요하다[17-19]. 
G protein-coupled receptor 119(GPR119)는 소장의 L 세포에서 
incretin 분비를 촉진하고 췌장의 β세포에서 글루코스 의존적으로  
인슐린분비를 촉진한다[20]. 따라서, GPR119 리간드는 제 2 형 
당뇨치료제로 개발되었으며, 최근에는 지방간 및 간 섬유화 치료효과 
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가 보고되었다[21]. 하지만, 암의 발생에서 작용하는 기전이나 
항암제로서 이용가능성을 보고된 바 없다.  
이러한 연구배경을 바탕으로 본 학위논문에서는 폐암에서 
제피티닙 내성의 원인으로 PLK1/FoxM1 발현증가로 인한 
상피간엽전환/암줄기세포 특이성을 규명하였으며, PLK1 억제제가 
제피티닙 감수성을 증가시킬 수 있음을 제시하였다. 또한, 
유방암에서 GPR119 리간드가 암세포에너지대사를 억제하여 
젖산생성을 증가시키고, 제피티닙에 의해 촉진된 자식작용을 




II. 시약 및 실험방법 
 
1. 시약 및 항체 
Gefitinib (cat. HY-50895), BI2536 (cat. HY-50698), 
MBX–2982 (cat. HY-15291) 및 GSK1292263 (cat. HY-12066)
는 Medchemexpress (Monmouth Junction, NJ)에서 구매하였다. 
Compound C (cat. P5499) 및 기타 시약은 시그마알드리치 (St. 
Louis, MO)에서 구매하였다. Anti–E–cadherin, anti–N–cadherin 항
체는 BD Transdection (San Jose, CA)에서 구매하였다. Anti–LC3B, 
anti-ATG7, anti-ATG5, anti-ATG12, anti–pAMPK, anti–pACC 
항체는 Cell signaling technology(Danvers, MA)에서 구매하였다. 
Anti–MCT1–4 및 기타 항체는 산타크루즈(Dallas, Texas)에서 구매
하였다. 
2. 세포배양 
HCC827–WT/GR 세포는 계명대학교 정철호 교수님으로부터 
제공받았다. H292-WT/GR, H1993-WT/GR 및 기타 폐암세포는 서
울대학교 이상국 교수님으로부터 제공받았다. 모든 폐암세포주는 10% 
fetal bovine serum (FBS) 및 1% penicillin/streptomycin를 참가한 
RPMI1640 배지에서 배양하였다. 제피티닙 저항성 세포주는 1 µM 
제피티닙을 포함한 배지에서 배양되었으며, 엘로티닙 저항성세포주는 
7 
 
1 µM 엘로티닙을 첨가한 배지에서 배양하였다. MCF–7 및 간암세포
주는 Dulbecco's modification of Eagle medium (DMEM) 배지에서 
배양하였다. MDA–MB–231 세포주 및 다른 유방암세포들은 
RPMI1640배지에서 배양하였다. HepG2, HepG2–X 및 Sk–hep–1 세
포는 DMEM–low glucose 배지에서 배양하였다. 
3. 세포증식, 3D spheroid 증식 관찰 및 Caspase–3/7 활성 관찰 
세포증식을 관찰하기 위해서 96 well plate에 세포를 배양하
고 약물을 처리한 후 Incucyte® (Essenbio science)에 장착하고 세
포증식을 실시간으로 관찰하였다. 세포배양배지에 Kinetic caspase–
3/7 시약 (cat. 4440, Essenbio science)을 첨가하여 apoptosis가 
유도된 세포가 녹색형광을 발산하도록 하였다. Spheroid 생성을 평가
하기 위해서 ultralow attachment(ULA) plate에 세포를 분주하고 
200 rpm, 5분 원심분리하였다. 96시간 배양 후 형성된 spheroid의 
사진을 찍었으며 지름을 측정하고 volume=0.5*단경2*장경 공식을 
이용하여 spheroid 부피를 계산하였다.  
4. EGFR 유전자 돌연변이 분석 
1.5ml EP 튜브에 세포를 포집하고 0.1 ml genomic DNA 분
리 완충액 (100 ml 중 조성: proteinase K, 10 ml 10% SDS, 2 ml 5 
M NaCl, 20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0), 5 ml 1 M Tris–Cl (pH 8.0))
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을 첨가 후 55 ℃에서 2시간 배양하였다. 추가로 100 µl 5 M NaCl을 
첨가하고 15000 rpm, 30분 원심분리 하였다. 상등액을 다른 튜브로 
옮기고 70 µl isopropanol을 첨가 후 15000 rpm, 30분 원심분리 하
였다. 상등액을 제거하고 남은 분획은 70% ethanol로 세척하고 50 
µl 멸균증류수로 재현탁하였다. EGFR point mutation primer를 이용
하여 PCR을 수행한 후 염기서열분석을 진행하였다. 
5. 단백질 샘플 준비 및 발현분석  
세포를 차가운 PBS로 세척하고 EBC 세포용해 완충액(50 
mM Tris–Cl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 0.5% NP–40, 5 mM EDTA, 
protease inhibitors, phosphatase inhibitors)를 첨가 후 1시간 처리
하였다. 16000 g, 4 ℃ 원심분리 후 상등액을 새로운 튜브로 옮기고 
1x promeasure solution으로 단백질을 정량하였다. 동일한 량의 단
백질상등액을 분주하고 6x 샘플희석 완충액를 첨가 후 100 ℃, 5분
간 끓여서 단백질샘플을 준비하였다. 단백질샘플은 sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis(SDS–PAGE)방법으로 
분리하였으며, nitrocellulose membrane으로 trnasfer되었다.  5 % 
skim milk blocking, 1st antibody, 2nd antibody를 처리하고 
horseradish peroxidase solution으로 발색 시킨 후 LAS–mini(GE 
Healthcare Life Sciences)로 발광사진을 찍어서 저장하였다. 단백질 
밴드의 발광정도를 multi gauge 분석프로그램을 이용하여 측정하고 
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단백질 발현량을 정량하였다.  
6. mRNA 추출 및 발현분석 
샘플의 total mRNA는 TRIzol® (Invitrogen, cat. 15596026)
을 이용하여 분리하였으며, 실험방법은 제품과 함께 제공된 문서를 
따랐다. 획득한 total mRNA는 RT Premix® (iNtRON, cat. 25081)
을 이용하여 cDNA를 합성하였다. Conventional PCR은 PCR 
Premix® (iNtRON, cat. 25081)를 이용하였으며, T100™ Thermal 
Cycler (Bio-Rad)에서 DNA를 증폭시키고 2% agarose gel에서 전
기영동시키고 5분 EtBr염색후 ChemiDoc® (Bio-Rad)로 이미지를 
획득하였다. Real-time PCR은 SYBR master mix(Applied 
biosystems, cat. 4309155)를 사용하였으며, CFX96 Touch™ Real-
Time system (Bio-Rad)을 이용하여 실시간으로 분석되었다. 
7. 세포이동능(cell migration) 평가 
암세포는 ClearView 96 Well Chemotaxis 
Plate(Essenbiosceince, cat. 4582)에 분주하였으며, IncuCyte® 
Chemotaxis Software를 이용하여 암세포의 이동능을 실시간으로 관
찰하고 분석하였다. Plate하단부에 0.25% 콜라겐피막을 도포하고 10% 
FBS를 화학주성제로 사용하였다.  
8. 유세포분석(flow cytometry) 
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암세포에 트립신을 처리하여 개별세포로 만들었으며, 유세포
분석기기는 FACS calibur (BD science, Franklin Lakes, NJ)를 사용
하였다 표면마커분석을 하기 위해서 항체를 1:50으로 희석한 염색 
완충액(2.5% FBS, 0.1% NaN3, PBS)에서 15분간 염색하고 2번 세
척 후 분석하였다. 세포자가사멸 분석을 하기 위해서 1 µg/ml 
propidium iodide(PI), anti–annexin–V–FICT 1:50으로 희석한 염색 
완충액(10 mM HEPES, pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2)에서 
15분간 염색하고 2번 세척 후 분석하였다. 세포주기분석(cell cycle 
analysis)을 수행하기 위해서 개별세포는 70% 에탄올고정후 세척하
였다. 염색 완충액(0.1 % Triton X–100, 0.2 mg/ml RNase A, 1 
µg/ml propidium iodide, PBS)에서 10분 염색하고 분석하였다. 
9. 동물 실험 
동물실험은 서울대학교 동물실험윤리위원회의 규정에 따라 
계획서를 승인을 받고 수행하였다. 실험동물은 나라바이오텍㈜에서 
구매하였고, 서울대학교 종합약학연구소 실험동물실에서 사육하였다. 
구입 후 순화기간(1주일)을 두었으며, 항온, 항습을 유지하고 12시
간 주기로 명암을 바꾸어 주었다. 1)in vivo 암형성능 확인 (승인번호: 
SNU–170724–3): 5주령 수컷 BALB/c–nu 마우스의 양 옆구리에 각
각 HCC827–WT(좌), HCC827–GR(우)세포를 접종하고 6주 후에 
암형성 유무를 확인하였다. 2)HCC827–GR 이종이식모델 (승인번호: 
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SNU–170724–3):  5주령 수컷 BALB/c–nu 마우스의 옆구리에 
5*106 HCC827–GR 세포를 주입하였다. BI 2536은 10 mg/kg, 30 
mg/kg 농도로 주 2회 복강투여 하였다. 3)MCF–7 이종이식모델 (승
인번호: SNU–140106–1): 5주령 암컷 BALB/c–nu 마우스의 옆구리
에 5*106 MCF-7 세포를 Matrigel®에 현탁하여 주입하였다. 1 
µg/kg estrogen을 실험기간동안 복강투여하였다. 주 5회 10 mg/kg 
MBX-2982, 10 mg/kg gefitinib을 단독 또는 병용하여 경구투여 하
였다. 4)HepG2–X 이종이식모델 (승인번호: SNU–140106–1): 5주령 
수컷 BALB/c–nu 마우스의 옆구리에 5*106 HepG2-X 세포를 주입
하였다. 주 5회 10 mg/kg MBX-2982, 10 mg/kg sorafenib을 단독 
또는 병용하여 경구투여 하였다. 
10. FoxM1 과발현 및 결손세포주 확립 
FoxM1 과발현 세포주를 만들기 위해서 아주대학교 의과대
학 박태준 교수님으로부터 FoxM1b 플라스미드를 제공받았다. 
FoxM1 결손세포주를 만들기 위해서 Crispr-cas9을 이용한 FoxM1 
knockout system: Lipofectamine™ CRISPRMAX™ (Thermofisher, 
cat. CMAX00001)을 이용하여 cas-9, guideRNA, tracer 를 도입하
였다.  




GEO 분석은 National Center for Biotechnology 
Information에서 제공하는 공개자료를 이용하였다. 분석 유전자들은 
동일한 실험자료에서 actin으로 표준화를 수행한 후 분석되었다. 생
존율 분석은Kaplan–Meier Plotter (http://kmplot.com)에서 제공하
는 공개자료를 이용하였다. 
12. 유방암조직시료 
충남대학교 의과대학 홍장희교수님 연구팀에서 Institutional 
Review Board 승인을 받았으며 규정에 따라 진행되었다(승인번호: 
CNUH 2015–03–001). 49종 인간 유방암조직 파라핀블록에서 
GPR119를 IHC염색하고 광학현미경으로 이미지를 얻은 후 GPR119
발현유무 및 제공받은 질병정보간 상관성을 SPSS프로그램으로 분석
을 시행하였다.  
13. 주사전자현미경법(Transmission electron microscopy) 
오토파고좀 구조관찰은 서울대학교 농업생명기기원에서 제공
하는 주사전자현미경법에 따라 수행되었다. 세포는 karnovskys 
fixative로 고정되었으며, 0.05 M 카코딜레이트 완충액으로 세척 후 
2 % osmium tetroxide post-fixation 하였다. 샘플은 증류수로 세척
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하고, 0.5 % 우라닐아세테이트로 염색 후 에틴올 및 프로필렌 옥사이
드로 탈수시켰다. 샘플에 spur’s resin을 첨가한 후 70 ℃에서 중합
하였다. 블록은 ultramicrotome (EM UC7, Leica, Wetzlar, Germany)
을 사용하여 초박편으로 만들었으며, 주사 전자 현미경 (JEM1010, 
JEOL, Tokyo, Japan)으로 이미지를 획득하였다. 
14. ATG7 siRNA Transfection 
siGENOME ATG7 (cat #. MQ–020112–01–0002, 
Dharmacon) 및 scramble (cat #. D–001206–13–05, Dharmacon)
는 FuGENE® HD Transfection Reagent (Promega, Madison, WI)
를 사용하여 세포에 도입하였다.  
15. Autophagosome 형광분석 
GFP-LC3 plasmid는 플로리다 대학교 김재숭 교수님으
로부터 제공받았다. mCherry-GFP-LC3 plasmid는 서울대학
교 생명과학부 유승민 박사님으로부터 제공받았다. Plasmid는 
FuGENE® HD Transfection Reagent (Promega, Madison, WI)를 
사용하여 세포에 도입되었으며 iRiS™ 형광현미경(Logos 
Biosystems), 또는 IncucyteTM을 이용하여 이미지을 분석하였다. 
16. Lenti–virus GPR119 knockout system 
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GPR119 (cat #. SHCLNV–NM_178471, Sigma–Aldrich) 및 
Nontarget control (cat #. SHV0002, Sigma–Aldrich)를 이용하여 
세포에 감염시켰으며 puromycin 저항성을 가지는 세포를 선별하였
다.  
17. CRE–lucifease 활성분석 
CRE-lucifease plasmid는 Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
를 사용하여 세포에 도입되었다. Luciferase reporter assay 시스템 
(Promega, Madison, WI)과 Tristar LB 941 luminometer (Berthold 
tech., Bad Wildbad, Germany)기기를 이용하여 luciferase 활성을 
측정하였다. 
18. 1H–핵자기공명  
세포는 메틴올에 현탁하여 수집하고, 배지는 동량의 메탄올을 
첨가하여 진공원심농축기로 건조시켰다. 농축분획은 1H-MNR D2O 
완충액(2 mM Na2HPO4, 5 mM NaH2PO4, 0.025 % trimethylsilyl 
propionate)에 녹이고, Bruker 500 MHz 분광기 (Bruker 
Coperation, Billerica, MA)로 분석하였다. 젖산의 농도분석은 서울대
학교 박성혁교수님 연구팀과 협연하였다. 
19. XFp 세포대사분석기 
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산화적인산화/해당 세포대사는 XFp 분석기 (Seahorse 
Bioscience, North Billerica, MA) 시스템을 사용하여 관찰하였다. 
3*103 세포를 XFp 플레이트에 분주하고 시험 1 시간 전에 XFp 배
지로 바꾸어 주었다. 모든 시약 및 분석 조건은 XFp mitostress test 
kit(Seahorse Bioscience)에서 제공하는 프로토콜을 준수하였다. 
20. 통계분석 
데이터는 평균 ± S.D. 또는 S.E. 로 표시한다. 실험군의 유
의성은 Student's t–test 혹은 ANOVA 수행 후 p -value 로 표시한




III. 결 과 
 
1) 비소세포폐암 세포주에서 제피티닙 내성발현 및 EGFR 수용체 
동정 
비소세포성 폐암세포주 HCC827–WT 세포는 EGFR 엑손 19 
돌연변이를 가지며 EGFR 신호 과다활성을 나타낸다. FBS 를 첨가한 
배지에서 제피티닙 처리 농도에 따른 HCC827-WT 세포성장억제 
효과를 관찰하였을 때, 제피티닙 3 nM 부터 유의적인 
세포성장억제가 나타났으며 10 nM 에서 90% 이상 세포성장이 
억제되었다 (Figure 1A, 좌). 반면, HCC827-WT 세포에 1 nM-1 
µM 제피티닙을 6 개월간 증적 배양하여 확립한 HCC827-GR 세포는 
1-100 nM 제피티닙에 감수성을 보이지 않았다 (Figure 1A, 우). 
다른 비소세포성 폐암세포인 H292-WT, H1993-WT, HCC4006-
WT 세포 및 엘로티닙을 증적 배양하여 확립한 H292-ER, H1993-
WR, HCC4006-ER 세포의 세포성장을 비교하였을 때, H292-
WT/ER 세포를 제외하고, 엘로티닙을 장기처리한 세포들의 
세포성장이 크게 증가한 것을 관찰하였다 (Figure 1B). 또한, ULA 
배양접시에 1000 개 세포를 분주하고 96 시간이 지난 후, 3D 
spheroid 형성정도를 비교해 보았을 때, 모세포에 비해, HCC827-
GR 세포 spheroid 부피가 유의적으로 증가하였으며, 제피티닙의 
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항암효과가 감소하였다 (Figure 1C). 제피티닙 내성의 원인으로 
EGFR T790M 돌연변이나 MET 또는 ErbB2 발현증가가 알려진 바 
있다[22]. 이를 확인해 보기 위해서 HCC827-WT/GR 세포의 
EGFR 엑손 18-21 유전자분석을 수행하였다. 유전자 분석에서 
HCC827–WT 세포는 엑손 19 에 결손(deletion)이 발생했으며 이는 
알려진 사실과 같다[23]. HCC827-GR 세포의 EGFR 유전자서열이 
정상 EGFR 유전자서열과 동일하게 회복된 것을 알 수 있었다 
(Figure 1D). 대조 세포로 사용한 H1975 는 엑손 20 번 트레오닌이 
메티오닌으로 치환되었으며 이는 제피티닙의 내성과 연관성이 있는 
것으로 보고된 바 있다[24]. 이러한 결과는 항암제에 노출된 
암세포에서 유전자 손상 및 복구기전이 관여하여 항암제 내성을 
가지는 암세포가 선별적으로 살아남게 됨을 의미한다.  한편, 
HCC827-WT 과 비교하여, HCC827-GR 세포에서 MET 발현은 






Figure 1. Gefitinib long–term treated HCC827–GR cells acquired 
gefitinib resistance and EGFR mutation in Gefitinib  
(A and B) Cell proliferation rate was determined using real time 
cell imaging system. (C) Spheroid formations were detected using 
real time cell imaging system. (D) Amino acid sequence 
alignments of EGFR tyrosine kinase domain. (E) Protein 
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expressions of MET, HER2 and Axl were by western blot analysis.  
Data represent the mean ± S.D. (n=3)***p <0.005, significantly 
different from control group.    
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2) 제피티닙 내성 폐암 세포주에서 상피간엽전환 유도확인 
앞서 결과에서 보이는 EGFR TKI 내성세포는 기원세포와 
EGFR 발현, 세포성장속도 및 약물반응성 등이 전혀 다르게 
나타났기 때문에, 암세포의 내성원인이 한가지에 국한되지 않고 
광범위한 변화가 일어났을 것이라고 추측하였다. 이러한 가설을 
확인하기 위해서 HCC827-WT/GR 세포의 RNA 염기서열 분석을 
수행하였다 (Figure 2A). 흥미롭게도, 두 세포에서 발현차이를 
보이는 RNA 를 추출하여 유관성을 분석하였을 때, 상피간엽전환 
관련 유전자의 발현이 가장 많이 변한 것으로 나타났다. 실제로 
단백질 전기영동을 수행하였을 때, HCC827-WT 세포에 비해 
HCC827-GR 세포에서   E-cadherin 발현감소와 N-cadherin 및 
vimentin 발현증가가 관찰되었으며 이는 간엽형 세포로 형질전환 
되었음을 의미한다 (Figure 2B). 또한, 이러한 상피-간엽세포 
특이적 지표의 전사를 지배하는 전사인자들을 확인하였을 때, snail 
및 twist 발현증가가 관찰되었고 slug 및 ZEB 발현은 유의적인 
변화가 나타나지 않았다 (Figure 2C). 상피형 세포에 비해 간엽형 
세포는 세포이동능이 증가한다고 알려졌다[25]. Transwell 어세이를 
수행하였을 때, 제피티닙 혹은 엘로티닙 내성세포의 세포이동능이 
유의적으로 증가하였으며 이는 간엽형 세포로 변한 것을 의미한다 




Figure 2. EMT markers were increased in gefitinib long–term 
treated HCC827–GR cells. 
(A) RNA sequencing and differential expression gene analysis (B) 
Protein expressions of EMT marker were detected by western 
blotting analysis (C) Protein expressions of transcription factors 
related with EMT were detected by western blotting analysis (D) 
Transwell migration assay was determined using real–time cell 
imaging system. Data represent the mean ± S.D. (n=3) *p <0.05, 




3) 제피티닙 내성 폐암 세포주에서 암줄기세포 활성증가 
ULA plate 에 100 개의 세포를 분주하고 96 시간 동안 
배양하였다. HCC827–WT 세포는 비교적 부드러운 표면의 
spheroid 를 형성하였고, 100 nM 제피티닙을 처리한 배지로 
배양하였을 때는 spheroid 가 생성되지 않았다(Figure 3A). 
HCC827–GR 세포는 HCC827–WT 세포에 비해 유의적으로 큰 
부피의 spheroid 를 생성하였으며 표면에 세포가 뻗어나간 돌기가 
관찰되었다. 또한, 100 nM 제피티닙 처리시 오히려 유의적으로 
부피가 증가하였다(Figure 3A). 추가적으로 H1975 세포는 1000 개 
세포일 때 spheroid 를 생성하였고 제피티닙을 처리하였을 때 
spheroid 부피의 감소가 나타나지 않았다 (Figure 3B). 하지만 
100 개 세포일 때 spheroid 를 생성하지 않았으며 제피티닙을 첨가한 
배지에서도 spheroid 를 생성하지 않았다 (Figure 3B). 이러한 
결과는 HCC827-GR 세포가 적은 숫자의 세포로도 3D 환경에서 
암을 발생시킬 수 있으며 제피티닙을 처리하였을 때 암 형성능이 
오히려 증가하고 암줄기세포로 기능함을 의미한다. 또한, HCC827–
GR 세포에서 암줄기세포 분화지표로 알려진 Cluster of 
differentiation(CD) 발현을 조사하였을 때, CD133high population 
증가 및 CD24low population 감소를 확인하였다 (Figure 3C). 
더불어 누드마우스에 암세포 접종세포수를 다르게 하여 이식하고 
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6 주후 암형성 유무를 평가하였을 때 HCC827-GR 세포의 
암형성능이 증가함을 확인하였다 (Figure 3D). CSC 의 특징을 
매개한다고 보고된 전사인자의 발현을 조사하였다.  HCC827–GR 
세포에서 HCC827–WT 세포에 비해 FoxM1, c–Myc, Oct4 등의 






Figure 3. CSC markers were increased in HCC827–GR cells 
(A and B) Spheroid formations were detected using real–time cell 
imaging system. (C) CD markers related with CSC were detected 
by flow cytometry analysis (D) Tumor formation ability of cancer 
cells was evaluated in vivo. 4 mice in each group were inoculated 
with HCC827–WT cells (left flank) and HCC827–GR cells (right 
flank) (E) Protein expressions of transcription factors related 
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with CSC were detected by western blotting analysis. Data 
represent the mean ± S.D. (n=3) ***p <0.005, significantly 
different from control group.   
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4) 제피티닙 내성 폐암 세포주에서 PLK1 및 FoxM1 발현증가 및 
암줄기세포 활성유지에 필수적인 FoxM1 의 기능 
FoxM1 은 상피간엽전환에서 중요한 것으로 알려진 
전사인자들의 발현을 증가시키는 것으로 나타났으며, 암줄기세포 
유지에 중요한 전사인자들의 발현에도 관여하는 것으로 보인다. 
FoxM1 은 제피티닙 내성 폐암세포에서 MET 의 발현을 조절하는 
것으로 알려져 있다 [26]. 하지만 본 연구에서 사용된 제피티닙 
내성 세포에서는 MET 의 발현은 증가하지 않았다. HCC827–WT 
세포에 FoxM1 을 발현시키고 제피티닙을 처리하였을 때 대조군에 
비해서 세포성장억제효과가 유의적으로 감소하는 것을 
확인하였다(Figure 4A and 4B). 반대로, HCC827–GR 세포에서 
FoxM1 을 유전적으로 불활성화 시켰을 때 대조군에 비해서 
유의적인 성장억제 효과를 관찰하였다(Figure 4C and 4D). FoxM1 의 
전사인자 활성은 PLK1 과 CDK1 에 의해서 조절되는 것으로 알려져 
있다. HCC827–GR 세포에서 HCC827–WT 세포에 비해 PLK1 
protein 발현 및 mRNA 발현 또한 높은 것을 확인하였다 (Figure 
4E and 4F). GEO 분석을 통해 human NSCLC 샘플에서 PLK1 과 
FoxM1 발현사이에 선형관계가 있음을 확인하였다 (Figure 4G). 
Kaplan–Meier Plotter 분석을 통해서 PLK1 과 FoxM1 의 높은 
발현이 각각 폐암 생존율을 현저히 낮추는 것을 확인하였다 (Figure 
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4H). 참고로 BI2536 은 Advanced or Metastatic NSCLC 환자를 
대상으로 임상 2 상을 진행중이다. 실제로 PLK1/FoxM1 조절이 
되는지 확인하기 위해서 HCC827–GR 세포에 PLK1 억제제인 
BI2563 을 처리하였을 때 FoxM1 의 발현이 감소하였다 (Figure 4J). 
CD133high population 역시 감소하였음을 확인하였다 (Figure 4K). 







Figure 4. FoxM1 mediates gefitinib resistance and PLK1 regulates 
FoxM1 expression in HCC827 cells. 
(A and B) HCC827–WT cell was transfected with FoxM1 
expression vector for 48 h (A) and then treated with gefitinib for 
additional 48 h (B). Cell proliferation was determined using real–
time cell imaging system. ***p <0.005, significantly different from 
control group. (C and D) FoxM1 was genetically attenuated in 
HCC827–GR cell (C) and then cell proliferation was determined 
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using real–time cell imaging system. ***p <0.005, significantly 
different from control group. (E) PLK1 protein expression was 
detected by western blotting analysis in HCC827–WT and 
HCC827–GR cells. **p <0.01, significantly different from control 
group. (F) PLK1 mRNA was detected by real–time PCR in 
HCC827–WT and HCC827–GR cells. ***p <0.005, significantly 
different from control group. (H) A correlation between PLK1 and 
FoxM1 was determined from GEO analysis of human NSCLC 
samples. Pearson correlation coefficient(R) between the two 
values was calculated using Sigma plot. (I) Significant correlations 
of NSCLC patient survival rate and PLK1 expression(left) or 
FoxM1(right) were accomplished from Kaplan–Meier Plotter. (J) 
Cells were treated with BI2536 for 24 h and then FoxM1 
expression was detected by western blotting analysis. (K) Cells        
were treated with BI2536 for 36 h and then CD133 marker was 
detected by flow cytometry analysis.  
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5) 제피티닙 내성 폐암의 치료표적으로서 PLK1/FoxM1 신호억제 
효과 
HCC827–WT 세포성장억제에 대한 BI2536 의 IC50 값은 
7.0 nM 이였으며, HCC827–GR 세포에서 IC50 값은 4.0 nM 로 
관측되었다 (Figure 5A and 5B). 하지만, HCC827–GR 세포에서 
제피티닙과 BI2536 의 상가적인 세포성장억제효과는 관찰되지 
않았다 (Figure 5C). HCC827–GR spheroid 는 3 nM BI2536 
처리하였을 때 유의적으로 크기가 감소하였다 (Figure 5D). 
세포주기를 관찰하였을 때, HCC827–GR 세포에 BI2536 처리시 
BI2536 의 작용기전으로 알려진 G2/M arrest 세포증가가 
관찰되었다 (Figure 5E). BI2536 은 HCC827–GR 세포에서 annexin 
V-FITC 표지 된 세포를 증가시켰으며 (Figure 5F), 암세포이동능 
역시 억제하였다(Figure 5G). 누드마우스에 5*106 HCC827–GR 
세포를 접종하고 BI2536 을 주 2 회 복강투여 하였을 때 30 
mg/kg 에서 유의적으로 암성장이 감소하였으며, 암조직 면역염색에서 
세포성장지표인 PCNA 감소, 세포사지표인 TUNEL 증가 및 FoxM1 
감소를 확인하였다 (Figure 5H). 따라서, PLK1 선택적 억제제 








Figure 5. PLK1 inhibition suppresses gefitinib-resistant HCC827  
(A, B and C) Cell proliferation rate was determined using real time 
cell imaging system. (D) Spheroid formations were detected using 
real–time cell imaging system. (E) Cell cycle was analyzed by PI 
staining in HCC827-GR cells (F) Apoptosis was determined by 
PI and annexin V staining. The stained cells were analyzed by flow 
cytometry in HCC827-GR cells. Annexin V-positive cells were 
counted by BD CellQuest Pro softwere. (G) Transwell migration 
assay was determined using real–time cell imaging system. ***p 
<0.005, significantly different from control group. (H, I and J) 
Xenograft with HCC827-GR cells. Tumor volumes of mice were 
measured by digital caliper. *p <0.05, ***p <0.005, significantly 
different from control group.  
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6) 유방암에서 GRP119수용체 발현 
제피티닙은 2017년 폐암에 공식적으로 사용되는 치료제이지
만 다른 암종에 대해서도 임상시험이 진행중이다 (Table 1). 대장암, 
유방암등에서 EGFR TKI에 대한 대규모 임상시험이 시도되었으며 
임상결과들이 보고되었다. 동시에, 제피티닙에 대한 감수성을 보이는 
환자군과 보이지 않는 환자군을 선별하여 치료효과를 극대화하고 신
약을 개발하고자 하는 후속연구도 활발히 진행중이다 [27, 28]. 다른 
한편으로, 암세포에서 GPR119 수용체의 발현을 조사한 연구는 아직 
없다. 먼저 GEO 분석을 통해서 다양한 사람 암세포주에서 GPR119 
발현을 조사하였다. 유방암 세포주, 간암 세포주 등 다양한 암 세포
주에서 GPR119 수용체가 발현함을 알 수 있었다 (Figure 6A). 사
람 유방암조직을 분석한 샘플에서 GPR119 수용체 발현 패턴을 분
석하였지만 유방암분류에 따른 GPR119 수용체의 특징적인 패턴이 
나타나지는 않았다 (Figure 6A). 다양한 유방암 세포주에서 
GPR119 mRNA를 정량하였을 때 호르몬수용체 발현과 무관하게 
GPR119 mRNA를 관찰하였다 (Figure 6B). 49명의 유방암환자에서 
얻은 암조직에서 면역조직염색을 통해서 GPR119 발현을 조사하였
다. 이 중에서 19명의 암조직에서 GPR119 수용체의 발현이 관찰되
었으며 종양크기, 림프전이 혹은 에스트로겐 수용체와 유의적인 상관










Figure 6. Expression of GPR119 in human breast cancer. 
(A) GEO profiles of GPR119 in human breast cancer. Left, relative 
mRNA levels of GPR119 in human cancer cell lines; Middle, 
GPR119 mRNA expression in metastatic and primary breast 
cancer tissues; Right, GPR119 mRNA expression in triple 
negative breast cancer (TNBC) and Non-TNBC tissues. (B) 
Expression levels of GPR119 mRNA in various human breast 
cancer cell lines were verified by RT-PCR. MCF10A cells were 
used as normal mammary epithelial cells. mRNA levels of 
glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase (GAPDH) were 
determined as a loading control (C) GPR119 expression was 
confirmed by immunohistochemistry in 49 human breast cancer 
tissues. Representative images of human breast cancer tissues 
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(left). pathological classification tables of GPR119-positive and 
-negative breast cancer tissues (right).  
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7) 유방암세포에서 GPR119리간드의 제피티닙 감수성 증가효과 
MCF-7 유방암세포에서 제피티닙을 처리한 후 세포성장을 
관찰하였을 때, 대조군에 비해 10 µM에서 50% 세포성장이 감소되었
다 (Figure 7A, 좌). 이는 폐암세포에 비해 MCF-7 유방암세포가 
제피티닙 내성을 가짐을 의미한다. 반면, GPR119 리간드인 
MBX2982를 동시처리를 하였을 때 제피티닙의 세포성장억제효과가 
증가함을 관찰하였다(Figure 7A, 가운데). 또다른 GPR119 리간드인 
GSK1292263을 제피티닙과 동시처리 하였을 때 역시 동일한 효과
를 보였다(Figure 7A, 우). MBX-2982는 단독처리하였을 때, 3중음
성유방암세포주인 MDA-MB-231 세포나 타목시펜 내성 유방암세
포주인 TamR-MCF-7 세포의 세포성장을 억제하였다 (Figure 7B 
및 C). MBX-2982가 MCF-7 세포주기에 영향을 미치는지 알기 위
해서 Propidium iodide를 이용하여 세포주기분석을 수행하였다. 
MBX-2982 단독처리에 의해서 특정한 세포주기에 MCF-7 세포가 
축적되는 현상이나, p53이나 p21과 같은 cyclin-dependent kinase 
inhibitor protein의 발현변화는 관찰되지 않았다(Figure 7D 및 E). 
그럼에도 불구하고, 제피티닙 단독처리에 비해 MBX-2982/제피티닙 
병용처리한 MCF-7 세포에서 자가사멸 지표인 annexin v-형광표지 
세포, 활성caspase-3 발현 및 cleaved PARP 발현이 증가하였다







Figure 7. Enhanced proliferation inhibition by GPR119 agonists.  
(A) Effect of GPR119 ligand on cell proliferation of MCF-7 cells. 
Cell proliferation of MCF-7 cells was monitored after treatments 
with gefitinib or gefitinib with GPR119 ligands. Relative 
proliferation rate was calculated by Incucyte® ZOOM basic 
analyzer. Data represent the mean ± S.D. (n=3) (*p <0.05, *** p 
<0.005, significant difference versus control group, ##p <0.01, 
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significant difference versus gefitinib-treated group). (B and C) 
Effect of MBX-2982 on cell proliferation of breast cancer cells. 
Data represent the mean ± S.D. (n=3) (*p <0.05, significant 
difference versus control group, ***p <0.005, significant 
difference versus control group) (D and E) Cell cycle analysis and 
cell cycle-associated protein expression. MCF-7 cells were 
treated with MBX-2982 (MBX) for 24 h and fixed with ethanol. 
Cell cycle was analyzed by PI staining in MCF-7 cells. (F) 
Apoptosis induction by gefitinib with MBX-2982. Apoptosis was 
determined by PI and annexin V staining. The stained cells were 
analyzed by flow cytometry in MCF-7 cells. Data represent the 
mean ± S.D. (n=3)(** p <0.01, significant difference versus 
control group) (G) Caspase3/7 activity. MCF-7 cells were 
preincubated with DEVD-NucViewTM 488, and exposed to 
gefitinib and MBX-2982 for 60 h, and caspase-3/7-selective 
green fluorescence was monitored. Green fluorescence intensity 
was calculated by Incucyte® ZOOM basic analyzer. Data represent 
the mean ± S.D. (n=3) (***p <0.005, significant difference 
versus control group) (H) PARP cleavage by gefitinib with MBX-
2982. MCF-7 cells were incubated in the presence of gefitinib or 
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gefitinib with MBX-2982 for 48 h. Western blot analyses were 
performed to determine PARP cleavage.  
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8) 유방암세포에서 자식작용 촉진 및 제피티닙 내성발현 
암세포에 방사선치료를 하거나 항암제 치료를 하는 경우 자
식작용이 활성화됨이 알려져 있다[29, 30]. 이때 자식작용은 암세포
를 사멸시키기도 하지만 세포스트레스를 완화시켜서 생존에 도움이 
되기도 한다. MCF-7 및 MDA-MB-231 유방암세포에 제피티닙을 
처리하였을 때 LC3B II 증가하는 것을 통해서 세포자식작용이 증가
함을 관찰하였다 (Figure 8A, 위). HepG2 및 SK-Hep-1 간암세포
주에 소라페닙 (Nexavar®, 다중인산화효소억제제이며 간암치료제)
을 처리하였을 때 역시 세포자식작용이 증가하였다 (Figure 8A, 아
래). 전자현미경으로 세포소기관 분석을 수행하였을 때 제피티닙을 
처리한 MCF-7 세포 및 소라페닙을 처리한 HepG2 세포에서 오토
파고좀 형성을 확인하였다 (Figure 8B). 이때 자식작용이 암세포의 
생존에 미치는 영향을 확인하기 위해서 siRNA를 도입하여 ATG7 
발현을 억제하여 자식작용을 기능적으로 억제시켰다.  Atg7 발현을 
억제시킨 경우 대조군에 비해 MCF-7 세포의 성장이 유의적으로 감
소하였다(Figure 8C). 이러한 결과는 항암제를 처리한 암세포에서 





Figure 8. Autophagy protects cancer cells against gefitinib 
treatments. 
(A) Autophagy induction by gefitinib or sorafenib in human breast 
cancer and hepatoma cells. LC3B I/II were measured by 
immunoblottings in breast cancer cells (MCF-7 and MDA-MB-
231 cells) and hepatocellular carcinoma cells (HepG2 and SK-
Hep1 cells). All the cell types were incubated with 1-30 µM 
gefitinib for 24 h or 1-30 µM sorafenib for 18 h. (B) 
Autophagosome formations in gefitinib-treated MCF-7 and 
sorafenib-treated HepG2 cells. Autophagosome formation was 
43 
 
visualized by TEM in MCF-7 and HepG2 cells. Both the cell types 
were incubated with 10 µM gefitinib or 10 µM sorafenib for 24 h. 
Arrows indicate double lipid layer vesicle structures. (C) Effect 
of ATG7 siRNA on anti-proliferative effect of gefitinib or 
sorafenib. ATG7 expression was detected by western blotting 
after siATG7 transfection (upper) and cell proliferation was 
monitored by Incucyte® ZOOM basic analyzer in MCF-7 and 
HepG2 cells (lower). Data represent the mean ± S.D. (n=6)(* p 




9) GPR119 리간드의 자식작용 억제효과 
MCF-7 세포에 MBX-2982 를 처리하였을 때 제피티닙 
처리로 유도된 LC3B II 의 생성이 감소하였으며(Figure 9A), 또다른 
GPR119 리간드인 GSK1292263 역시 제피티닙 처리로 유도된 
LC3B II 의 생성을 억제하였다(Figure 9B). 클로로퀸은 라이소좀의 
기능을 저해시키고오토라이소좀(autolysosome)형성을 억제하여 
오토파고좀 축적을 유도한다[31]. MBX-2982 을 처리하였을 때 
MCF-7 세포에서 클로로퀸으로 유도된 LC3B II 생성이 
감소하였다(Figure 9C). LC3-GFP 플라스미드를 세포에 도입시키면 
오토파고좀이 생성되었을 때 녹색형광 puncta 로 가시화된다. 
제피티닙을 처리하였을 때 MCF-7 세포에서 녹색형광 puncta 
생성이 증가하였고 MBX-2982 를 동시처리 하였을 때 생성이 
감소하였다(Figure 9D). 상기 결과를 종합하면, MBX-2982 는 
MCF-7 세포에서 제피티닙 처리로 유도된 자식작용을 억제함을 알 
수 있다. 더 나아가, 누드마우스에 MCF-7 세포를 이식하고 
생체활성을 평가하였다. 제피티닙 혹은 MBX-2982 단독투여군에서 
암성장억제가 관찰되지 않았으나 제피티닙과 MBX-2982 를 
동시투여한 군에서 유의적으로 암성장이 억제되었다(Figure 9E). 
HepG2-X 를 이식한 누드마우스에 소라페닙과 MBX-2982 를 
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Figure 9. Inhibition of gefitinib-induced autophagy by GPR119 
ligand in vitro and in vivo 
(A) Inhibition of gefitinib-induced autophagy formation by MBX-
2982. LC3B I/II were measured by western blotting in MCF-7 
cells (B) Inhibition of gefitinib-induced autophagy formation by 
GSK1292263. LC3B I/II were measured by western blotting in 
MCF-7 cells (C and D) Inhibition of autophagosome puncture 
formation by MBX-2982. Green fluorescence puncta were 
detected by fluorescence microscopy after LC3-GFP transfection 
in MCF-7 cells. Red fluorescence was calculated in MCF-7 cells 
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after mCherry-GFP-LC3 plasmid transfection. Data represent 
the mean ± S.D. (n=3) (*p <0.05, significant difference between 
the indicated two groups, #p <0.05, significant difference versus 
gefitinib-treated group). (E) Xenograft analysis. Tumor growth 
of MCF-7 xenograft was monitored for 40 days. Balb/c-nu mice 
were orally administered with gefitinib (10 mg/kg), MBX-2982 
(10 mg/kg) or gefitinib with MBX-2982 (5 times a week). Data 
represent the mean ± S.E. (n=5) (* p <0.05, significant 
difference between the indicated two groups). (F) HepG2-X 
xenograft. Sorafenib (10 mg/kg), MBX-2982 (10 mg/kg) or 
Sorafenib with MBX-2982 were orally administered (5 times a 
week) and tumor growth was monitored for 18 days. Data 
represent the mean ± S.E. (n=6)(*p < .05, significant difference 




10) GPR119 리간드와 자식작용 대표조절신호 
MBX-2982 의 자식작용억제효과가 GPR119 수용체를 
경유하는지 알기 위해서 MCF-7 세포에 shGPR119 lentivirus 를 
감염시켜서 수용체를 결손시켰다 (Figure 10B). 대조군에서 보인 
MBX-2982 의 자식작용억제효과는 GPR119 수용체 결손 MCF-
7 세포에서 관찰되지 않았다(Figure 10C). 따라서 MBX-2982 의 
자식작용억제효과는 GPR119 수용체 의존적이라고 할 수 있다. 
기존에 알려진 바에 의하면 GPR119 수용체는 Gαs 를 경유하여 
세포내 PKA 활성화/cAMP 증가를 매개한다. 세포내 cAMP 는 
cAMP-response element(CRE) 활성을 증가시키므로 CRE-
luciferase 활성을 측정하여 cAMP 증가를 간접적으로 평가할 수 
있다. MCF-7 세포에서 MBX-2982 를 처리하였을 때 CRE-
luciferase 활성이 증가하였다. 하지만 PKA 억제제를 처리하여 
PKA/cAMP 경로를 차단하였을 때 MBX-2982 의 
자식작용억제효과는 반전되지 않았으며, AMPK 신호를 차단하였을 
때도 자식작용반전은 일어나지 않았다 (Figure 10D, E 및 F). 
자식작용을 제어하는 대표적인 신호인 mTORC 의 활성은 MBX-
2982 에 의해서 감소하였다(Figure 10G). 다만, MBX-2982 처리 
1 시간 경과 후 Akt 인산화증가로 볼 때, mTORC2 가 보상적 
활성화될 가능성이 있으며(Figure 10H), ERK 인산화가 감소한 것은 
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미토콘드리아 에너지 활성 감소신호로 작용할 수 있다 (Figure 10J). 
MBX-2982 처리는 오토파고좀을 생성하는 집합체구성인 ATG5, 






Figure 10. No involvement of Gαs or mTOR signaling in autophagy 
inhibition by MBX-2982.  
(A) GPR119 mRNA expression in GPR119 shRNA-infected cells. 
MCF-7 cells were infected with shGPR119 or shNonTarget 
lentivirus particle, and GPR119 mRNA expression was determined 
by real-time qPCR. Data represent the mean ± S.D. (n=3)(*** p 
<0.005, significant difference versus shNonTarget-infected 
control). (B) Reversal of MBX-2982-induced autophagy 
inhibition in GPR119 knock-down cells. LC3B I/II were measured 
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by western blotting in shGPR119 or shNonTarget-infected MCF-
7 cells. (C) CRE reporter activity. MCF-7 cells were transiently 
transfected with CRE-luciferase reporter plasmid (CRE-luc) and 
its reporter activity was measured using luminometer. MCF-7 
cells were treated with 3 µM forskolin as positive control. Data 
represent the mean ± S.D. (n=3)(*p < 0.05, **p < 0.01, significant 
difference versus control group). (D) Effect of PKA inhibitor on 
autophagy inhibition by MBX-2982. MCF-7 cells were 
preincubated with 10 µM of TK5720, a PKA inhibitor for 30 min 
and then treated with 3 µM chloroquine in the presence or absence 
of 10 µM MBX-2982. (E) AMPK activation by MBX-2982. AMPK 
activity was determined by immunoblottings for phosphorylated 
AMPK and phosphorylated ACC proteins in MCF-7 cells treated 
with 10 µM MBX-2982. (F) Effect of AMPK inhibitor on 
autophagy inhibition by MBX-2982. MCF-7 cells were 
preincubated with 3 µM compound C, an AMPK inhibitor for 30 
min and then treated with 3 µM chloroquine in the presence or 
absence of 10 µM MBX-2982. (G) Effect of MBX-2982 on mTOR 
signaling pathway. mTOR signaling pathway was determined by 
immunoblottings for phosphorylated p70S6 kinase, 
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phosphorylated 4EBP1 and phosphorylated ULK1 proteins in 
MCF-7 cells treated with 10 µM MBX-2982. (H) AKT activation 
by MBX-2982. (I) Effects of MBX-2982 on the protein levels of 
ATG5, ATG7 and ATG12. MCF-7 cells were treated with MBX-




11) GPR119 리간드가 암세포대사에 미치는 영향 
GPR119 리간드가 대사질환치료제로 개발된 것에 착안하여 
암세포대사에 영향을 줄 것이라고 가설을 세우고, MBX-2982 를 
처리한 MCF-7 세포에서 대사체 분석을 수행하였다(결과미첨부). 
많은 대사체의 유의적인 변화가 관찰되었으며 특히 ATP 의 상당한 
감소가 확인되었다. 암세포대사는 해당(glycolysis)과 산화적인산화 
(Oxidative phosphorylation)를 통해서 ATP 에너지와 영양소를 
공급하는데 빠른 성장속도 때문에 많은 에너지와 영양소가 요구된다. 
따라서, 암세포대사는 정상세포와 다른 비정상적인 세포대사를 
유지하고 세포에너지를 공급한다[32]. MBX-2982 를 처리하였을 때 
MCF-7 세포에서 지속적이며 농도 의존적으로 세포내 ATP 가 
감소하였다(Figure 11A). 세포대사측정기로 MBX-2982 를 처리한 
MCF-7 세포에서 OXPHOS 지표(Oxidative phosphorylation rate, 
OCR)의 감소 및 해당지표(Extracellular acidification rate, 
ECAR)의 증가를 관찰하였다(Figure 11B). 해당과정에서 생성되는 
젖산이 MBX-2982 를 처리한 MCF-7 세포 및 배양배지에서 
유의적으로 증가하였다 (Figure 11C). 젖산은 세포막의 
Monocarboxylate transporter (MCT) 패밀리에 의해서 수송된다 
[33, 34]. MBX-2982 를 처리한 MCF-7 세포에서 젖산의 
유입수송체인 MCT1 과 MCT2 발현이나 유출수송체인 MCT4 
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발현변화는 관찰되지 않았다(Figure 11E). MBX-2982 를 처리한 
MCF-7 세포에서, 젖산생성효소인 Lactate dehydrogenase 
(LDH)A 나 젖산제거효소인 LDHB 의 발현변화는 관찰되지 
않았으며(Figure 11F), LDHA 효소활성의 유의적인 변화를 관찰할 




Figure 11. Decrease in cellular ATP content and increase in lactate 
production by MBX-2982 in MCF-7 cells.  
(A) Cellular ATP content. Total ATP content was determined by 
ATP assay kit in MCF-7 cells. Cells were treated with MBX-
2982 (1-10 µM) and harvested at 6, 12 and 24 h. Data represent 
the mean ± S.D. (n=3)(*p <0.05, **p <0.01, significant 
difference versus control group). (B) Effects of MBX-2982 on 
mitochondrial OXPHOS and glycolysis in MCF-7 cells. MCF-7 
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cells were treated with MBX for 30 min, 2 h or 6 h, and OCR and 
ECAR were determined by XFp analyzer. Data represent the mean 
± S.D. (n=3)(***p <0.005, significant difference between the 
indicated two groups). (C and D) Lactate production by MBX-
2982. Lactate concentration was assessed by 1H-NMR in MCF-
7 cell lysates and culture media. (C) MCF-7 cells were incubated 
with 10 µM MBX-2982 for 24 h. (D) MCF-7 cells were treated 
with 10 µM gefitinib in the presence or absence of MBX-2982 
(1-10 µM) for 24 h. Data represent the mean ± S.D. (n=3)(*** 
p <0.005, significant difference versus control group, ###p 
<0.005 significant difference versus gefitinib-treated group). (E) 
Effects of MBX-2982 on lactate transporter expression. MCF-7 
cells were treated with MBX-2982 for 24 h and protein 
expression of lactate transporters (MCT1, MCT2 and MCT4) was 
determined by western blottings. (F) Effects of MBX-2982 on 
the expression of lactate converting enzymes. MCF-7 cells were 
treated with MBX-2982 for 24 h and protein expression of lactate 
converting enzymes (LDHA, lactate producing enzyme and LDHB, 
pyruvate producing enzyme) was determined by western blottings. 
(G) LDHA enzyme activity. MCF-7 cells were treated with MBX-
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2982 for 24 h and LDHA activity was determined by LDH assay 






12) GPR119리간드에 의해 증가한 젖산과 자식작용억제효과 
산환적인산화 및 해당대사는 상호 밀접하게 작용하는 것으로 
알려져 있지만, 구체적인 작용기전은 아직 자세히 알려지지 않았다
[35-37]. GPR119 리간드에 의한 산화적인산화 감소와 해당대사 증
가의 기전을 규명하기 위해서, 해당대사를 억제해 보았다. MCF-7 
세포에서 해당과정의 억제제인 2-DG 및 LDH억제제를 전처리 하였
을 때, MBX-2982에 의해 증가한 ECAR는 원래수준으로 회복되었
지만, OCR 반전은 관찰되지 않았다(Figure 12A and 12B). 나아가, 
MCF-7 세포분획 및 배양배지에서 글루코스 농도를 측정하였을 때, 
제피티닙은 글루코스를 증가시켰으며 MBX-2982를 함께 처리하였
을 때 다시 감소하였다 (Figure 12C). 면밀한 조사가 더 필요하지만, 
아마도 이러한 결과는 제피티닙을 처리한 세포는 성장이 억제되어 
글루코스 사용이 감소하지만, MBX-2982는 해당대사를 증가시켜 글
루코스 소모를 증가시킴을 추측하게 한다. 핵자기공명분석 결과에서 
얻은 젖산의 농도를 기준으로 하여, MCF-7 세포에 제피티닙과 
2.5-20 mM 젖산을 처리하였을 때, LC3B II 발현이 감소하였고, 
cleaved caspase-3/7 활성이 증가하였다(Figure 12D 및 E). 이상
의 결과는 MBX-2982에 의해 해당대사가 활성화되어 젖산의 과다
축적이 일어나며 20 mM 이상수준에 도달한 경우 암세포생존에 필수




Figure 12. Autophagy inhibition via glycolysis-mediated excessive 
lactate production.  
(A and B) OCR and ECAR were measured by XFp analyzer in 
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MCF-7 cells. (A) Effect of glycolysis inhibitor on OCR and ECAR 
in MBX-2982-treated MCF-7 cells. MCF-7 cells were 
pretreated with or without 2-deoxyglucose (2-DG, 50 mM) for 
30 min and incubated with 10 µM MBX-2982 for the indicated 
time. Data represent the mean ± S.D. (n=3)(*p <0.05, significant 
difference between control and MBX-2982 treated group, #p 
<0.05, significant difference between MBX-2982 treated group 
and 2-DG pretreated group). (B) Effect of LDH inhibitor on OCR 
and ECAR in MBX-2982-treated MCF-7 cells. MCF-7 cells 
were pretreated with or without GSK2837808 (LDH inhibitor, 10 
µM) for 30 min and incubated with 10 µM MBX-2982. Data 
represent the mean ± S.D. (n=3)(*p <0.05, significant 
difference between control and MBX-2982 treated group, #p 
<0.05, significant difference between MBX-2982 treated group 
and GSK2837808 pretreated group). (C) Glucose change by 
MBX-2982. Concentration of glucose was measured by 1H-NMR 
in cell lysates and culture media. MCF-7 cells were treated with 
10 µM gefitinib in the presence or absence of MBX-2982 for 24 
h. Data represent the mean ± S.D. (n=3)(* p <0.05, ** p <0.01 
significant difference versus control group, #p <0.05, ##p <0.01 
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significant difference versus gefitinib-treated group). (D) 
Inhibition of gefitinib-induced autophagy by lactate. MCF-7 cells 
were treated with 10 µM gefitinib in the presence or absence of 
lactate (2.5-20 mM) for 24 h, and LC3B I/II were measured by 
immunoblottings. Data represent the mean ± S.D. (n=3)(***p 
<0.005, significant difference versus control group; ##p <0.01, 
significant difference versus gefitinib-treated group). (E) 
Caspase3/7 activation by gefitinib with lactate. MCF-7 cells were 
treated gefitinib (10 µM) with or without lactate (5-20 mM) for 
72 h. Caspase-3/7 selective green fluorescence intensity was 
calculated by Incucyte® ZOOM basic analyzer as described in the 
legend of Fig. 2E. Data represent the mean ± S.D. (n=3)(***p 




13) GPR119 리간드와 미토콘드리아 기능감소 
MBX-2982 에 의한 OCR 감소가 GRR119 수용체를 
경유하는 것인지 확인하기 위해서 GPR119 결손세포주에서 
ECAR 을 측정하였다. MBX-2982 에 의한 OCR 감소는 처리농도에 
따라서 다른 영향을 보였다. 3 µM MBX-2982 처리에서 OCR 
감소가 회복되었지만 10 µM 에서는 여전히 OCR 감소가 관찰되었다 
(Figure 13A). 추가적으로, MBX-2982 가 미토콘드리아 
산화적인산화 구성인자에 직접 물리적인 작용을 하는지 평가하였다. 
소에서 분리한 미토콘드리아를 사용하여 OXPHOS complex I 과 
MBX-2982 를 직접 결합반응을 진행하였을때, MBX-2982 1 
µM 에서 complex I 활성을 20%가량 억제하였다 (Figure 13 B). 
나아가, MCF-7 세포에 MBX-2982 를 처리하고 미토콘드리아 
분획을 분리하여 MBX-2982 를 정량하였을 때, 처리한 총 량 대비 






Figure 13. Mitochondrial distribution of MBX-2982 and complex I 
inhibition.  
(A) GPR119-independent inhibition of OCR by 10 μM MBX-
2982. OCR and ECAR were measured by XFp analyzer in both 
non-target shRNA- or GPR119 shRNA-infected MCF-7 cells. 
Both the cell types were treated with MBX-2982 (1-10 μM). 
(B) Mitochondrial complex I inhibition by MBX-2982. Complex I 
inhibition by MBX-2982 (10-10, 10-8 and 10-6 M) was tested 
by mitostress test kit. Rotenone (100 nM) was used as a positive 
control of complex I inhibition. (C) Relative amounts of MBX-
2982 were determined by LC/Ms/Ms. MCF-7 cells were 
incubated with MBX-2982 (10 μM) for 6 h and then 




14) 기존 젖산수용체와 무관한 GPR119 리간드의 자식작용 억제효과 
최근의 연구에서 젖산수용체로 GPR81 및 NDRG3 가 
보고되었으며, 암세포의 악성화에 기여한다고 연구되었다 [38-40]. 
이들과 GPR119 리간드의 상호작용을 연구하기 위해서 Lenti-
virus 를 이용하여 GPR81 결손 MCF-7 세포를 구축하였다(Figure 
14A).  하지만, GPR81 결손 MCF-7 세포에서 MBX-2982 의 
자식작용억제효과는 반전되지 않았다(Figure 14B). 제피티닙이나 
MBX-2982 를 단독 혹은 병용처리한 MCF-7 세포에서 NDRG3 
발현의 변화는 관찰되지 않았다. 마지막으로 MBX-2982 를 처리한 







Figure 14. Roles of GPR81 and NDRG3 in autophagy inhibition by 
MBX-2982.  
(A) GPR81 mRNA expression in GPR81 shRNA-infected cells. 
MCF-7 cells were infected with shGPR81 or shNonTarget 
lentivirus particle, and GPR81 mRNA expression was determined 
by real-time qPCR. (B) Effect of GPR81 shRNA on autophagy 
inhibition by MBX-2982. (C) MCF-7 cells were treated with 10 
µM gefitinib in the presence or absence of 10 µM MBX-2982 for 
24 h, and protein level of NDRG3 was monitored by 
immunoblotting. (D) Spheroid formation assay. 103 MCF-7 cells 
were incubated with indicated compounds for 96 h on ULA plate. 
Left, Representative images of obtained using Incucyte Zoom 
system. Right, quantification of tumor spheroid. Data represent 
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the mean ± S.D. (n=3) *p < 0.05**, p < 0.01, significant difference 




IV. 고 찰 
 
폐암은 국내, 외 암 발생율 1위이며 5년생존율은 10% 내외
이다[41]. 폐암은 소세포폐암과 비소세포폐암으로 구분되며 암의 발
생, 진행 및 예후가 다르므로 치료법을 달리하며 비소세포폐암의 경
우 전체 폐암의 85%를 차지한다[42]. 비소세포성 폐암의 70 %에서 
EGFR 과발현이 보고되었으며 EGFR 표적항암제 연구가 진행되었다. 
일반 폐암환자를 대상으로 한 임상 3상에서 낮은 부작용과 40 % 치
료효과를 나타냈음에도 불구하고, 실제로는 기존 항암제와 복합요법
에 실패하고 생존연장효과가 미비하였다[43, 44]. 이후, 약물과 암환
자의 반응성이 전략적으로 분석되었으며, 후속세대 약물개발이나 병
용복합제 개발 등이 주도적으로 이루어 지고 있다. 이러한 EGFR 표
적항암제의 개발과정은 표적항암제의 활용방안을 극대화시킨 모범사
례라고 평가되며 다른 계열의 표적항암제 개발에서도 모방할 만하다.   
본 연구에서는 1세대 EGFR 인산화효소억제제인 제피티닙의 
내성을 보이는 폐암과 유방암에서 내성기전을 연구하고 대안을 제시
하였다. 우선, 제피티닙에 장기간 노출되어 감수성이 사라진 폐암세
포주를 구축하였으며, 이들 항암제 획득 내성 폐암세포에서 광범위한 
형질전환이 유도됨을 확인하였다. 실제로 항암제를 장기간 투여받은 
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환자에서 관해 유지 후 암이 재발하는 경우 기존 암과 다른 반응성
을 가지는 것이 일반적이며 이와 관련하여 다양한 가설이 제안되었
다. 그 중에서 암이 ‘다양한 형질의 암세포들의 집합체’임을 고려하면 
암줄기세포이론의 개연성이 높다[45, 46]. 암줄기세포의 기원이나 유
지기전은 아직 베일에 쌓여 있지만 앞으로 더 논의가 활발해질 것으
로 예상된다. 또 다른 가능성은 유전자손상과 수복기전의 변화이다. 
흥미롭게도 HGG827-GR 세포의 EGFR 유전자는 재 돌연변이가 발
생한 것이 관찰되었는데, 이러한 결과는 항암제에 노출된 암세포에서 
유전자 손상이 유도되고 복구되는 과정에서 항암제 내성을 가지는 
암세포가 선별적으로 살아남게 됨을 의미한다 [47, 48]. 
PLK1은 세포주기조절에서 중요하지만 최근에 암의 발생 및 
성장에서 활발히 연구되고 있다. 특히 전립선암이나 유방암, 혈액암
에서 암전이를 촉진하고 항암제 내성을 유도하는 것으로 보고되었다 
[49-51]. PLK1은 다양한 전사인자를 인산화하고 전사활성을 증가
시키기 때문에 PLK1의 발현증가는 비정상적 세포증식을 유발하며 
PLK1 선택적억제제인 BI6727(volasertib)이나 BI2536에 대한 활
발한 임상이 진행중이다. FoxM1은 폐암, 간암, 유방암 등에서 암 발
생, 전이, 항암제 내성에 관여한다고 보고되었다 [52]. FoxM1의 
DNA binding motif (TAAACA)가 알려져 있으며 FDI-6 및 
Siomycin은 FoxM1 전사를 억제한다[53, 54]. FoxM1은 다른 전사
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인자와 상호작용하여 DNA 전사를 조절하기도 한다. FoxO3a 등 
Fox family 뿐만 아니라 ERα 등 호르몬수용체와의 상호작용이 보고
되었다. PLK1은 이미 많은 암종에서 oncogene으로 기능하는 것이 
보고되었다. 본 연구에서는 PLK1/FoxM1을 제피티닙 획득 내성 폐
암의 치료표적으로 제시하였다. FoxM1의 발현이 제피티닙 반응성에 
미치는 영향을 보였으며 BI2536 처리시 FoxM1의 발현감소와 암세
포전이를 억제함을 보였다. BI2536은 PLK1에 의한 FoxM1 전사활
성을 억제하여 암줄기세포를 억제하여 항암효과를 나타냈지만 또 다
른 기전이 관여할 가능성이 있다. 최근에는 다양한 non-coding 
RNA가 암의 발생 및 전이에 관여함이 보고되었으며 상피간엽전환이
나 암줄기세포 활성조절에서 기능하는 것이 알려졌다[55-57].  이
러한 non-coding RNA 는 특히 전사인자와 유전자결합에 작용하기 
때문에 FoxM1과 연계할 개연성이 충분하다.  
암세포대사는 와버그효과-호기성해당대사-로 대표된다[58-
61]. 하지만 후속연구들에 따르면 다양한 형태의 암세포대사가 가능
하며 산화적인산화 및 해당대사의 밀접한 상호연계가 핵심으로 보인
다. 암을 비롯한 다양한 질환에서 대사학의 중요성이 높아지고 있지
만 연구기법이나 분석법이 어렵기 때문에 많은 연구가 필요하며 신
약개발의 가능성이 높은 분야이다. 특히, 당뇨치료제등 대사질환치료
제를 신규 항암치료제로 개발하려는 연구가 활발하다. 메트포민이 대
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표적인 예이며 기존에 이미 안전성자료가 확립되었기 때문에 신약개
발과정의 장점이 있다[62-64]. 유방암은 호르몬에 의존적인 치료요
법이 중요하지만 EGFR 표적치료제에 대한 연구도 활발하다[65, 66]. 
본 연구에서는 제피티닙 내성을 보이는 유방암에서 GPR119 리간드
를 활용하여 제피티닙 감수성을 증가시키는 방안을 제안하였다.  
MCF-7에서 제피티닙을 처리하였을 때 자식작용이 촉진되어 내성이 
나타나지만 GPR119리간드/제피티닙 병용시 자식작용을 억제하고 세
포자가사멸이 활성화되었다. 자식작용은 암발생이나 전이과정에서 상
반되는 기능을 하는 것으로 연구되었으며 자식작용억제제 항암효과
에 논란의 여지가 있다[67, 68]. 호르몬요법제 내성을 보이는 
MDA-MB-231 세포나 TamR-MCF-7세포에서 MBX-2982는 단
독으로 세포성장억제효과를 보였으며 이는 악성암에서 자식작용억제
가 항암효과를 가지는 것과 일치한다. 항암제 내성암이나 전이성 암
에서 자식작용은 암세포에 영양을 공급하고 에너지재생을 통해 세포
생존에 기여하는 것이 알려져 있다. 제피티닙 장기처리하여 제피티닙 
내성을 획득한 세포에서 자식작용억제제인 클로로퀸, 3-
methyladenine이 항암효과를 보인 연구결과가 있으며, 클로로퀸은 
암환자를 대상으로 많은 임상시험이 진행중이다[69]. 다른 한편, 암
미세환경에서 자식작용의 기능과 이를 제어하는 치료법에 대한 논의
도 진행중이다[70]. 이런 관점에서 GPR119 리간드가 암주변의 섬
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유아세포나 면역세포들의 자식작용과 대사에 관한 후속연구도 가치
가 있을 법하다.  
GPCR의 구조나 정확한 기능은 연구가 더 필요하지만 암연
구에서도 흥미로운 결과들이 보고되고 있다. GPR120은 오메가3 지
방산에 의해 활성화되고, 전립선 암에서 종양의 진행과 혈관 신생을 
촉진하였다. GPR43 및 GPR109A는 결장암세포 증식 억제 및 유방
암세포의 종양 형성 억제하였다. GPR40의 내인성 리간드 oleic acid
는 유방암세포증식을 촉진하였지만, 합성 리간드 TAK-875는 흑색
종 세포증식을 억제하였다. GPR119 리간드에 의한 자가사멸유도 및 
자식작용 억제는 고전적인 GRP119 경로 보다는 암세포대사 변화와 
관련이 있는 것으로 보인다. MBX-2982에 의한 자식작용 억제는 
cAMP/PKA 또는 AMPK 억제로 반전되지 않았다. 반면, 유방암세포
에서 MBX-2982를 처리하였을 때 해당대사가 증가하고 그 부산물
인 젖산생성이 증가함과 동시에 미토콘드리아 OXPHOS가 감소함을 
보였다. 최종적으로 암세포내 ATP 총량은 감소하였으며 증가한 
lactate가 자식작용을 억제하였다. 세부기전에 대한 추후 연구가 필
요하지만 몇 가지 가능성을 예상해볼 수 있다. 먼저, Lactate에 의한 
세포 내 pH 변화와 관련성이다. 오토라이소좀활성은 생리적 산성 
pH (> 6.4)에서 활성화된다는 보고가 있지만, GPR119 리간드로 촉
진된 급성l젖산생산은 오토파고좀형성을 억제하고 암세포사를 유도할 
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가능성이 있다. 게다가, 젖산수송체나 LDH를 경유한 세포 내 pH 조
절은 암세포대사에서 중요한 것으로 보고되었다. 다른 가능성은 젖산
수용체의 역할이다. GPR81은 지방세포에서 extracellular 젖산에 의
한 지방분해억제효과를 매개한다고 보고되었으며, 악성 종양세포에서 
세포이동과 전이에 관여한다고 보고되었다. 하지만 본 연구에서 
GPR81 결손 MCF-7 세포주에서 실험하였을 때, MBX-2982에 의
한 자식작용억제는 반전되지 않았다. 또한, N-myc downstream-
regulated gene 3 (NDRG3)는 암세포내에서 젖산과 결합하고 암세포
성장, 전이를 매개한다고 보고되었다. 하지만 본 연구에서 MBX-
2982를 처리한 MCF-7세포에서 NDRG3의 변화는 관찰되지 않았다.  
GPR119 리간드가 미토콘드리아에서 산화적인산화를 억제하
는 기전은 면밀히 연구되어야 한다. 산화적인산화는 CO2/HCO3-, 
soluble adenylate cyclase등의 조절을 받는다[71-73]. 나아가, 
MBX-2982가 mTORC 억제한 것으로 볼 때 미토콘드리아 생합성 
및 융합 등의 관련성도 배제하기 어렵다[74]. 미토콘드리아 구조나 
기능에 대한 연구가 더 진행되면 GPR119 리간드의 활용가치가 더
욱 증가하리라 예상된다. 
종합적으로, EGFR 표적항암제 내성발현은 상피간엽/암줄기세
포전환 및 자식작용이 유도되어 나타나며 PLK1 억제나 GPR119 리
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Epithermal Growth Factor Receptor-Tyrosine Kinase Inhibitor 
(EGFR-TKI)s have varied benefits such as higher potency and 
efficacy, relatively low cytotoxicity, and availability to oral 
administration compared to cytotoxic reagents. However, some of 
patients who received EGFR-TKIs remain on disease progression 
or relapse after archiving remission. Therefore, scrutiny of the 
mechanism and treatment for overcoming chemotherapy 
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resistance is necessary. This dissertation deliberated on the 
elucidation of EGFR-TKIs resistance and the suggestion for 
amelioration of EGFR-TKIs sensitivity in non-small-cell lung 
cancer (NSCLC) and breast cancer. First of all, 4 NSCLC cell lines 
were cultured with gradually increasing concentration of either 
gefitinib or erlotinib supplements for 6 months. These cell lines 
acquired the resistance against either gefitinib or erlotinib in cell 
proliferation, and increased expressions of proteins which 
coordinate epithelial-mesenchymal transition (EMT) and cancer 
stemness phenotype. Gefitinib- resistant HCC827 (HCC827-GR) 
cells were shown to increase in cell migration, 3D spheroid 
formation, and tumor formation in nude mice compared to HCC827 
parental cells. Moreover, both polo-like kinase (PLK) 1 and 
FoxM1 expression, which are essential for maintenance of cancer 
stemness, were increased. Genetic deletion of FoxM1 using 
siRNA transfection reduced cell proliferation, transwell migration, 
and 3D spheroid formation in HCC827-GR cells, while FoxM1 
overexpression obtained gefitinib resistance in wild type HCC827 
cells. BI2536 (a PLK1 specific inhibitor) reduced cell proliferation, 
3D spheroid formation, and transwell migration in HCC827-GR 
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cells. In HCC827-GR xenograft model, intraperitoneal injection of 
10-30 mg/kg BI2536 twice a week suppressed both tumor growth 
and FoxM1 expression from immunohistochemistry compared to 
vehicle injection.  
G protein-coupled receptor 119 (GPR119) is responsible 
to secretion of incretin from small intestine and insulin from 
pancreas, but its role in cancer biology has not been investigated. 
Above all, GPR119 mRNA expression was detected in 8 breast 
cancer cell lines and protein expression was evaluated in 19 
human breast tissues of 49 investigated samples. 
Gefitinib/GPR119 ligand treatment reduced both cell proliferation 
and in vivo tumor formation compared to gefitinib single treatment 
in MCF-7 cells. Besides, apoptosis markers, such as annexin-V 
positive cells or cleaved caspase-3/7 and PARP, were increased 
by Gefitinib/GPR119 compared to gefitinib alone. Furthermore, 
both LC3B II expression and autophagosome formation which are 
markers of functional autophagy induction were increased by 
gefitinib, but the cotreatment with GPR119 ligand inhibited 
autophagy in MCF-7 cells. This autophagy inhibition of GPR119 
ligand was not observed in GPR119 knockout MCF-7 cells. 
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Moreover, MBX-2982 (a GPR119 ligand) reduced total ATP 
amount and OXPHOS, but raised glycolysis in MCF-7 cells. 
Lactate which is a final product of glycolysis was accumulated in 
both cell lysate and medium incubated with MBX-2982, 20 mM 
of lactate decreased LC3B II expression and facilitated cleaved 
caspase-3/7 activity in MCF-7 cells. In conclusion, long-term 
treatment of EGFR-TKIs promoted EMT/cancer stemness and 
resulted in the resistance, hence an approach via PLK1/FoxM1 
signaling inhibition could dismiss the acquired EGFR-TKI 
resistance in NSCLC. Whereas, autophagy is facilitated against 
gefitinib, thus lactate produced by GPR119 ligand-stimulated 
glycolysis could enhance gefitinib sensitivity.  
Keywords: EMT, Cancer stemness, PLK1, Autophagy, GPR119, 
Lactate 
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